Desenvolvimento de nanocápsulas de latanoprosta para o tratamento tópico de alopecia by Oliveira, Ana Christina Silva de
ANA CHRISTINA SILVA DE OLIVEIRA 
 
 
 
 
 
 
 
 
DESENVOLVIMENTO DE NANOCÁPSULAS DE LATANOPROSTA PARA O 
TRATAMENTO TÓPICO DE ALOPECIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
BRASÍLIA, 2020 
	 ii 
 
UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 
 
 
ANA CHRISTINA SILVA DE OLIVEIRA 
 
 
DESENVOLVIMENTO DE NANOCÁPSULAS DE LATANOPROSTA PARA O 
TRATAMENTO TÓPICO DE ALOPECIA 
 
Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 
em Ciências da Saúde da Universidade de Brasília para 
obtenção do título de Mestra em Ciências da Saúde 
 
 
Orientador: Prof. Dr. Guilherme Martins Gelfuso 
 
 
BRASÍLIA, 2020 
	 iii 
ANA CHRISTINA SILVA DE OLIVEIRA 
 
 
DESENVOLVIMENTO DE NANOCÁPSULAS DE LATANOPROSTA PARA O 
TRATAMENTO TÓPICO DE ALOPECIA 
 
 
Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 
em Ciências da Saúde da Universidade de Brasília para 
obtenção do título de Mestra em Ciências da Saúde 
Aprovada em 29 de julho de 2020. 
 
BANCA EXAMINADORA 
 
Presidente: Prof. Dr. Guilherme Martins Gelfuso 
 
Membro Interno: Prof. Dr. Breno Noronha Matos 
 
Membro Externo: Profa. Dra. Taís Gratieri 
 
Membro Suplente: Profa. Dra. Lívia C. Lira de Sá Barreto  
	 iv 
AGRADECIMENTOS 
Agradeço primeiramente a Deus, por estar comigo em todos os momentos e me dar 
capacidades e forças para continuar. 
Um agradecimento especial ao meu orientador Dr. Guilherme M. Gelfuso. 
Agradeço por apostar em mim mesmo não me conhecendo muito bem. Muito obrigada por 
se mostrar presente, solicito e interessado no meu aprendizado e crescimento profissional. 
Obrigada pelo ser humano que é e por compreender o momento difícil que passei durante 
o mestrado me ajudando ir até o final. Muito obrigada! 
Agradeço à minha família que sempre acreditou em mim e isso sempre fez a 
diferença em minhas conquistas. Agradeço ao meu noivo Jan, que vivenciou de perto os 
momentos de tristezas, alegrias e estresses que passei nesse período. 
Quero agradecer também aos meus companheiros do LTMAC, que transformaram 
a caminhada mais agradável. Em especial à Doutoranda Paula Martins de Oliveira que me 
ajudou no desenvolvimento deste trabalho. Muito obrigada pela oportunidade de fazer 
pesquisa com você. Te desejo todo o sucesso. Quero agradecer também ao Doutorando 
Ricardo Ferreira Nunes, que sempre muito solicito me ensinou muito e me acrescentou 
muito como profissional.  
Por fim, agradeço a CAPES que tornou possível a minha dedicação exclusiva ao 
Mestrado por meio da concessão de Bolsa de Estudos. Agradeço também ao Programa de 
Pós-Graduação em Ciências da Saúde na pessoa de sua coordenadora, Profa. Dra. Pérola de 
Oliveira Magalhães, bem como, às técnicas administrativas que me auxiliaram nesse 
acréscimo na minha caminhada profissional.  
	 v 
RESUMO 
Alopecia é uma doença que atinge os folículos pilosos diminuindo gradativamente a 
produção de seus fios. A latanoprosta vem recentemente mostrando ser uma molécula 
promissora ao tratamento desta doença, por estimular o crescimento capilar. Considerando-
se que a lipofilicidade alta dessa molécula dificulta sua incorporação em uma formulação 
de base aquosa e restringe sua penetração cutânea, esse trabalho visou desenvolver uma 
formulação baseada em nanocápsulas poliméricas de policaprolactona incorporando a 
latanoprosta na tentativa de promover o acúmulo desta substância nos folículos pilosos e 
favorecer assim a terapia tópica da alopecia. As nanocápsulas foram obtidas seguindo-se o 
método de evaporação do solvente. Os nanossistemas produzidos tiveram seu tamanho 
médio, índice de polidispersividade (PdI) e potencial zeta medidos através da análise de 
espalhamento da luz dinâmica e mobilidade eletroforética. Os valores de eficiência de 
encapsulação foram determinados através da quantificação da latanoprosta não 
encapsulada separada por centrifugação. A estabilidade do nanossistema desenvolvido foi 
monitorada por 90 dias, observando-se características como tamanho médio, índice de 
polidispersividade, potencial zeta e teor de fármaco. Para os estudos de permeação, células 
de difusão foram montadas com pele de orelha de porco separando o compartimento doador 
do comportamento receptor. Formulações de nanocápsulas e controle foram aplicadas por 
8 h na superfície da pele. Os experimentos foram realizados com e sem estímulo mecânico 
na pele depois de aplicada a formulação. Nanocápsulas de 197,0 ± 2,2 nm (PdI = 0,15 ± 
0.01), com potencial zeta de -30,1 ± 1.8 mV e capazes de encapsular 93,9 ± 0.4% de 
latanoprosta foram obtidas. Elas se mostraram estáveis por pelo menos 90 dias quando 
armazenadas a 6o C (209,8 ± 2,31 nm; PdI = 0,35 ± 0,04; potencial zeta de -29,2 ± 0,25). 
Estudos de permeação mostraram que houve um aumento de aproximadamente 20% no 
acúmulo de latanoprosta nos folículos pilosos na aplicação de formulação de nanocápsulas 
comparadas com a formulação controle. Essa diferença aumentou para 86% quando as 
nanocápsulas foram aplicadas na pele sob uma massagem manual. Assim, considerando 
que a dispersão coloidal das nanocápsulas também demonstrou um potencial irritante nulo 
para a pele, pode-se concluir que o sistema desenvolvido possui um alto potencial de uso 
como formulação tópica para o tratamento da alopecia androgênica.  
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ABSTRACT 
Alopecia is a disease that affects the hair follicles, gradually decreasing the production of 
hair shafts. Latanoprost has recently been shown to be a promising molecule for the 
treatment of this disease, given its influence on hair follicle cells. Considering that the high 
lipophilicity of this molecule hinders its incorporation in an aqueous-based formulation 
and restricts its cutaneous penetration, this work aimed to develop a formulation based on 
polymeric nanocapsules of polycaprolactone incorporating latanoprost in an attempt to 
promote the accumulation of this substance in hair follicles to favor topical alopecia 
therapy. The nanocapsules were obtained following the solvent evaporation method. The 
produced nanosystems had their average size, polydispersity index (PdI) and zeta potential 
measured through the analysis of light scattering and electrophoretic mobility. The 
encapsulation efficiency values were determined by quantifying the non-encapsulated 
latanoprost separated by centrifugation. The stability of the developed nanosystem was 
monitored for 90 days, observing characteristics such as average size, polydispersity 
index, zeta potential and drug content. For permeation studies, diffusion cells were 
assembled with pig ear skin separating the donor compartment from the recipient behavior. 
Nanocapsules and control formulations were applied for 8 h on the skin surface. The 
experiments were carried out with and without mechanical stimulation on the skin after 
the formulation was applied. Nanocapsules of 197.0 ± 2.2 nm (PdI = 0.15 ± 0.01), with 
zeta potential of -30.1 ± 1.8 mV and capable of encapsulating 93.9 ± 0.4% of latanoprost 
were obtained. They were stable for at least 90 days when stored at 6oC (209.8 ± 2.31 nm; 
PdI = 0.35 ± 0.04; zeta potential of -29.2 ± 0.25). Permeation studies showed there was 
an increase of approximately 20% in the accumulation of latanoprost in hair follicles in 
the application of nanocapsules’ formulation compared to the control formulation. This 
difference increased to 86% when the nanocapsules were applied to the skin under a 
manual massage. Thus, considering that the colloidal dispersion of nanocapsules also 
demonstrated a very low irritating potential for the skin, it can be concluded that the 
developed system has a high potential for use as a topical formulation for the treatment of 
androgenic alopecia.  
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1. INTRODUÇÃO 
A alopecia é uma doença com causas e origens variadas que atinge os folículos 
capilares fazendo com que se diminuam progressivamente a produção de fios de cabelo 
(CHANDRASHEKAR et al., 2015). Dentre os tipos mais comuns de alopecia pode-se citar 
o eflúvio telógeno, alopecia areata e alopecia androgênica. 
A alopecia androgênica, que é também conhecida como alopecia hereditária ou calvície 
masculina, é o tipo mais comum de perda de cabelos, que pode atingir homens e mulheres 
na idade adulta. Esse tipo de calvície ocorre por meio da atividade da dihidrotestosterona 
(DHT), que é um metabólito mais ativo do hormônio testosterona, presente em maior 
quantidade em indivíduos geneticamente predispostos a esta condição. Assim, o DHT liga-
se a células do bulbo dos folículos capilares estimulando-as a cessar a produção dos fios 
(DEY-RAO et al., 2017). De fato, ao se analisar os fios em alopecia androgênica, observa-
se uma progressiva diminuição da fase anágena, que corresponde à fase crescimento 
capilar, e o alongamento da fase telógena, que é a fase de involução dos fios, acarretando 
em um decréscimo da taxa anágena/telógena e eventualmente na perda de fios (CHOI et 
al., 2015). 
Atualmente, os tratamentos medicamentosos reconhecidos pelo FDA (Food and Drugs 
Administration) para tratamento da alopecia são feitos à base dos fármacos minoxidil e 
finasterida (AREEJ et al., 2017). A finasterida atua como um bloqueador da enzima 5-alfa-
redutase, impedindo a conversão de testosterona em DHT que, como descrito 
anteriormente, é o hormônio responsável por estimular a perda capilar (AIZPURUA et al., 
2014). Apesar de ter eficiência comprovada, os medicamentos à base de finasterida 
disponíveis são apenas para uso oral e restritos a homens, e trazem diversos efeitos 
adversos, como perda de libido, disfunção erétil, diminuição do volume da ejaculação, 
aumento do volume e da sensibilidade das mamas, edema labial e erupções cutâneas 
(ROWLAND et al, 2018). 
Já os tratamentos à base de minoxidil são apenas tópicos, visto que o fármaco atua 
sistemicamente como vasodilatador. O minoxidil (log P = 1,24) topicamente aplicado age 
dilatando os vasos sanguíneos que nutrem os folículos pilosos melhoram a qualidade dos 
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fios, retardando sua passagem precoce para a fase telógena. Apesar de apresentarem altas 
taxas de sucesso na atenuação da calvície, as formulações de minoxidil disponíveis no 
mercado contêm altas concentrações de etanol ou outros solventes orgânicos e são, 
portanto, irritantes à pele (FANG et al., 2014). Esses solventes estão presentes nas 
formulações devido à baixa solubilidade aquosa do fármaco. Além disso, o sucesso da 
terapia com este fármaco exige uso contínuo e, quando o paciente suspende sua utilização, 
os efeitos de redução do crescimento capilar retornam. Assim, os estudos para se inserir 
novas moléculas e formulações eficientes para o tratamento da alopecia são altamente 
demandados. 
Recentes descobertas mostraram que colírios usados no tratamento de glaucoma 
aumentavam o crescimento dos cílios do paciente (VAÑO-GALVÁN, S. CAMACHO, F., 
2017). Esses medicamentos continham análogos de prostaglandina F2 alfa, que seriam os 
responsáveis por esse efeito colateral. A latanoprosta é uma dessas substâncias que já 
mostrou por meio de estudos clínicos aumentar significativamente a densidade capilar de 
pacientes calvos se comparados a pacientes que fizeram uso de placebo (CHOI et al., 
2015). No entanto, por se tratar de uma molécula ainda mais lipofílica (log P = 4,3) que o 
minoxidil, as formulações magistrais contendo latanoprosta também demandam a adição 
de altas concentrações de co-solventes como etanol e propilenoglicol, permanecendo o 
problema de irritação cutânea com o uso contínuo do produto. 
Considerando essas questões farmacotécnicas e o alvo de ação da latanoproposta, que 
é a região dos folículos pilosos, considerou-se neste trabalho o desenvolvimento de 
nanocápsulas para incorporar este fármaco oleoso, pois essas nanoestruturas têm se 
mostrado capazes de se acumularem preferencialmente nos folículos pilosos e aumentarem 
penetração de fármacos nessas estruturas da pele (ALJJUFFALI et al., 2014; MATOS et 
al., 2015; SILVA et al., 2019). Além disso, por serem partículas de dimensões 
nanométricas, os sistemas coloidais resultantes de sua dispersão em água possuem 
estabilidade física e evitam o uso de adjuvantes irritantes na formulação, como álcoois e 
tensoativos (PEREIRA et al., 2018; USHIROBIRA et al., 2020). 
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2. OBJETIVO 
Este trabalho teve como objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar o desempenho de 
uma formulação baseada em nanocápsulas poliméricas contendo latanoprosta como uma 
alternativa no tratamento tópico da alopecia androgênica. 
2.1. Objetivos Específicos  
• Padronizar e validar métodos analíticos seletivos para doseamento de latanoprosta 
em formulações farmacêuticas e matrizes cutâneas; 
• Desenvolver e caracterizar nanocápsulas poliméricas contendo latanoprosta;  
• Avaliar a estabilidade físico-química das dispersões de nanocápsulas poliméricas 
contendo a latanoprosta;  
• Avaliar a liberação da latanoprosta a partir das nanocápsulas;  
• Determinar o perfil de penetração cutânea do fármaco a partir do sistema 
desenvolvido; 
• Verificar o potencial de irritação causado pela formulação das nanocápsulas de 
latanoprosta.  
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 
3.1. Morfologia da pele 
A pele, considerada o maior órgão do corpo humano com área superficial de 1,5 a 2,0 
m2, é dividida em três camadas - epiderme, derme e hipoderme (Figura 1). Como parte do 
sistema tegumentar, a pele recobre o corpo protegendo-o contra atritos, perda de água, 
radiação ultravioleta e invasão de micro-organismos. A pele também tem um papel 
importante na percepção sensorial, na termorregulação, excreção de íons e síntese de 
vitamina D (LOWE & ANDERSON, 2015; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; 
OVALLE & NAHIRNEY, 2008; CHU, 2012). 
 
Figura 1: Morfologia da pele (Encyclopaedia Britannica, Inc, 2010). 
A epiderme, camada mais superficial da pele, é composta por quatro camadas celulares. 
A basal é a mais profunda e responsável pela renovação celular da epiderme. Apresenta 
também células produtoras de melanina e células responsáveis pelas respostas sensoriais. 
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A camada espinhosa contém células de Langerhans que tem papel essencial na ativação da 
resposta imunológica. A granulosa é responsável pela formação de queratina, e síntese de 
lipídeos (KHAVKIN, 2011). Por último a camada mais externa da epiderme, a camada 
córnea (estrato córneo), contém células queratinizadas organizadas em estruturas lamerares 
envoltas por uma matriz lipídica, o que faz com que esta camada seja a principal barreira à 
penetração cutânea de fármacos (MADISON, 2003) (BARONI et al., 2012). 
A derme, composta por tecido conjuntivo, se encontra abaixo da epiderme e acima da 
hipoderme. Esta camada tem papel essencial fornecendo apoio estrutural e nutricional à 
epiderme e pode ser dividida em duas camadas: papilar e reticular. Na camada papilar, 
formada por tecido conjuntivo frouxo, se encontram fibras elásticas, fibras reticulares e 
colágeno. Por sua vez, na camada reticular, formada por tecido conjuntivo denso, se 
encontram vasos sanguíneos, fibroblastos, vasos linfáticos e terminações nervosas. No 
entanto, as duas camadas são irrigadas por vasos sanguíneos e linfáticos. Na derme pode-
se observar invaginações da epiderme que formam os anexos cutâneos, que são os folículos 
pilosos, glândulas sebáceas e glândulas sudoríparas (HARRIS, 2009; TANG, 2010; 
(MENON, 2002). 
Por fim, a hipoderme, que é formada por tecido conjuntivo frouxo e adiposo, tem a 
função de proteger a pele de impactos mecânicos e atuar como reserva energética e isolante 
térmico. Esta camada também se subdivide em outras duas: areolar e lamelar. Na camada 
areolar encontram-se adipócitos globulares e volumosos, enquanto na camada lamelar 
observa-se um aumento de espessura causado pelos adipócitos que invadem a fáscia 
superficial. Na hipoderme também pode-se encontrar invaginações de epiderme que 
originam os folículos pilosos (GARTNER & HIATT, 2007; SAMPAIO & RIVITTI, 2007). 
3.2. Ciclo de crescimento capilar 	
O folículo piloso é uma estrutura dérmica que tem como função revestir e produzir o 
fio capilar. A atividade de todo o folículo piloso é controlada por populações de células-
tronco localizadas principalmente na região de projeção local de inserção do músculo 
arrector pili e em uma estrutura morfologicamente distinta abaixo dessa região conhecida 
como germe capilar (CALVO-SÁNCHEZ et al., 2019). 
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O folículo pode ser dividido em três partes: inferior, meio e superior (Figura 2). A parte 
inferior, corresponde a área da base do folículo até a inserção do músculo arrector pili e 
contém o bulbo e o suprabulbo (região entre o bulbo e o istmo). No bulbo capilar, se 
localizam estruturas vasculares e nervosas, além das células responsáveis por regular o 
crescimento dos fios e fazer a manutenção capilar (CORRÊA, 2012). A parte do meio é 
curta e abrange desde a inserção do músculo arrector pili até o canal do ducto da glândula 
sebácea. Assim, a parte superior vai do canal da glândula sebácea até o orifício folicular 
(PARK et al., 2018). 
 
Figura 2: Anatomia do folículo piloso (PARK et al., 2018). 
Os fios de cabelo podem crescer individualmente no folículo ou em grupos que podem 
ir de 2 a 5 fios. Esses grupos são chamados unidades foliculares. Cada fio é composto por 
três regiões principais: medula, córtex e cutícula. A medula é a camada mais interna do fio 
e além de células, contém espaços vazios que podem variar entre os diferentes tipos de 
cabelo. Entre a medula e a cutila, encontra-se o córtex, que é responsável por garantir força 
mecânica ao eixo do cabelo. Por fim, tem-se a cutícula, esta possui de 3 a 4 mm de 
espessura, e é responsável por proteger o córtex e refletir a luz, dando brilho e aparência 
saudável aos cabelos (PARK et al., 2018).  
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O ciclo de crescimento dos fios é resultado da proliferação e diferenciação das 
células tronco epiteliais e pelas células geminais do folículo piloso (Figura 3). Neste ciclo, 
estão presentes três fases e quando estas não se comportam como esperado é possível se 
observar um crescimento mais rápido que o natural dos fios ou perda de densidade capilar.
     
Figura 3: Ciclo de crescimento dos fios capilares. Fonte: adaptado de 
https://www.superdicasartvitta.com.br/2017/03/ciclo-de-vida-do-cabelo/).  
A primeira fase do ciclo de crescimento capilar se denomina fase anágena. Nela, o pelo 
desenvolve seus padrões de atividade mitótica. A duração dessa fase varia para cada 
indivíduo de acordo com suas características genéticas, mas em média vai de 2 a 6 anos 
com um crescimento em torno de 0,3 mm/dia. Cerca de 85% dos pelos do couro cabeludo 
estão na fase anágena, já em outras áreas como cílios e sobrancelhas o ciclo é mais curto e 
essa fase dura em torno de 30 dias (THOM, 2016; GAMONAL, 1999). 
Após a primeira fase, tem-se uma fase de transição chamada fase catágena onde os 
pelos param de crescer para começar uma substituição. Aqui, o segmento inferior do 
folículo se diminui por causa da apoptose do epitélio folicular, reduzindo o seu tamanho. 
Sua duração é curta, indo de 2 a 3 semanas, e apenas 3% dos folículos do couro cabeludo 
se encontram nessa fase (RESTREPO, 2010). 
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A última fase do ciclo capilar, denominada fase telógena, ocorre quando se encerra toda 
a atividade mitótica de crescimento. Essa fase dura em torno de 3 meses e apenas 15% dos 
pelos do couro cabeludo se encontram nessa fase. Ao seu final, o fio é expulso por um 
outro fio que está crescendo. O ser humano perde de 25 a 100 fios por dias em decorrência 
dessa fase (RESTREPO, 2010; GAMONAL, 1999). 
O ciclo de crescimento capilar pode sofrer variações por diversos motivos ao longo da 
vida de um indivíduo, a saber: gravidez, desnutrição, efeitos adversos de medicamentos, 
questões hormonais e genética. Neste trabalho discutiremos a alteração do ciclo de 
crescimento capilar devido a fatores atrelados e genética e ação de hormônios de um 
individuo denominada alopecia androgênica (THOM, 2016). 
3.3. Alopecia androgênica  
Em geral, define-se como alopecia a condição clínica causada por diversos fatores, que 
acarreta a queda capilar. Como sugere o nome, a alopecia androgênica se dá por uma 
influência do hormônio masculino testosterona causando sensibilidade aos folículos 
pilosos devido a uma herança genética no indivíduo. Por isso, esta geralmente se apresenta 
em maior frequência em homens se iniciando no final da adolescência e início da fase 
adulta, ganhando expressividade na meia idade. A doença também atinge um número 
expressivo de mulheres na fase adulta. Essa alopecia geralmente se inicia com recessões 
bilaterais frontais na cabeça, ao progredir, essas áreas afetadas podem se juntar formando 
uma coroa (JAY et al., 2015). 
Embora ainda existam fatos a serem descobertos sobre a decorrência de alopecia 
androgênica, é sabido que a ação de DHT em excesso nos folículos pilosos causa um 
encurtamento da fase anágena no ciclo de crescimento capilar e um aumento da 
expressividade da fase telógena. Com o passar dos ciclos, os folículos produzem fios 
menores, mais finos e menos pigmentados e, em determinado momento, o folículo fica 
incapaz de produzir um fio que alcance a superfície do couro cabeludo (GOMES, 2012; 
LIANG et al., 2018). 
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Figura 4: Ação da DHT nos folículos pilosos. Fonte: adaptado de  
http://www.brdanutricao.com.br/dihidrotestosterona-dht. 
Embora apresente poucos efeitos na fisiologia do corpo, esta doença apresenta muitos 
efeitos psicológicos e psicossociais afetando a autoestima do paciente podendo causar até 
mesmo depressão. Quando esta afeta mulheres, os efeitos são ainda mais expressivos, 
devido à conceitos culturais (ROWLAND et al., 2018). Aproximadamente 50% dos 
homens em torno dos 50 anos são afetados pela alopecia. Já em mulheres com a mesma 
idade, a doença afeta em torno de 20 a 30% (JAY et al., 2015). 
3.4. Tratamentos para a Alopecia Androgênica 
Diversos tratamentos para a doença são propostos, desde medicamentos, terapias e até 
mesmo implantes capilares. Medicamentos se encontram entre os tratamentos de mais fácil 
acesso e ainda com eficácia comprovada. Estes podem vir em formulações de uso tópico 
como minoxidil ou formulações orais como a finasterida - que atualmente são as classes 
de medicamentos mais usados no tratamento desta alopecia. 
Medicamentos à base de minoxidil são citados com frequência neste tratamento. Este 
pode ser usado em formulações tópicas ajudando na diminuição da queda de cabelo e 
algumas vezes até promovendo a retomada de crescimento capilar. Em contrapartida, 
comumente os usuários de minoxidil reportam irritação no local de aplicação, sinais de 
impotência sexual e no início do tratamento podem apresentar uma pequena queda de 
cabelo que depois é administrada com o uso contínuo da medicação (JAY et al., 2015).  
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Outros medicamentos amplamente conhecidos são os à base de finasterida, e estes são 
os únicos permitidos pelo FDA para o tratamento oral de alopecia androgênica em homens. 
Já para mulheres, o uso deste medicamento não é indicado pelo FDA. Em mulheres 
gestantes, a finasterida pode gerar um efeito embriototeratogênico acarretando a 
feminização do feto, enquanto nas mulheres na pós-menopausa a finasterida parece ser 
eficaz apenas em altas doses o que poderia desregular os níveis hormonais da paciente 
(JAY et al., 2015). Estes medicamentos atuam bloqueando o tipo II 5α-reductase, não 
permitindo que a testosterona se transforme em DHT. Os efeitos adversos mais comuns 
devido ao uso de finasterida são redução de libido, disfunção erétil e diminuição no volume 
de ejaculação (ROWLAND et al., 2018). 
3.5. Latanoprosta 
Análogos de prostaglandinas atuam como bloqueadores de receptores beta e vem sendo 
muito eficazes na redução da pressão interna ocular de pacientes com glaucoma (MOUSSA 
et al., 2018; YOUNUS et al., 2018). Em 1996, a latanoprosta, que é um desses análogos 
que aumenta a saída uveoscleral, foi aprovada pelo FDA para o uso em colírios para 
pacientes adultos (MOUSSA et al., 2018; YOUNUS et al., 2018). No entanto, o seu uso, 
assim como o de outros análogos de prostaglandinas em colírios apresentou alguns efeitos 
adversos como hiperemia conjuntival, aumento da pigmentação da íris, pigmentação 
palpebral e curiosamente o aumento dos cílios do paciente, fazendo com que esses 
fármacos fossem agora estudados para outros fins. Acredita-se hoje que esses 
betabloqueadores estão envolvidos em um mecanismo complexo abrangendo o controle do 
ciclo de crescimento e diferenciação capilar. Isso se explicaria no fato de que a maior parte 
das células capilares são influenciadas pelo metabolismo das prostaglandinas e células 
presentes no bulbo dos folículos pilosos apresentam receptores para estes hormônios 
(SAYED et al., 2019).  
Um estudo com 20 pacientes, onde 10 deles estavam em tratamento quimioterápico, 
apresentou resultados estatisticamente significativos no aumento dos cílios, na 
pigmentação e espessura dos fios (SMITH et al., 2018). Um outro estudo com 130 
pacientes de quimioterapia em que foi feito o uso contínuo da medicação por 12 meses 
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também apresentou resultados proeminentes no aumento da densidade capilar dos 
pacientes (SMITH et al., 2018).  
Também foram feitos testes em pacientes que sofriam de alopecia com diversas 
origens. Um estudo com pacientes portadores de eflúvio telógeno e alopecia androgênica 
mostraram resultados eficazes no controle da queda capilar e no aumento total de fios com 
o uso de formulação contendo 0,005% de latanoprosta (BLOCH et al., 2018; XU et al., 
2019). Um outro estudo duplo cego com placebo e controle foi feito com 16 homens com 
alopecia androgênica. Um tratamento diário com formulação tópica contendo 0,01% de 
latanoprosta em solução foi realizado no lado direito ou esquerdo da recessão frontal 
capilar. Após 24 semanas o lado tratado com latanoprosta apresentou um aumento 
significativo de densidade capilar comparado à linha de base (p < 0,001) e placebo (p 
=0,0004), evidenciamento a efetividade do fármaco no tratamento da alopecia (CHOI et 
al., 2015). 
 
Figura 5: Estrutura química da latanoprosta. pKa =4 ,88; log P = 4,28; massa molar = 
432,6 g/mol; solubilidade em água = 12,9 µg/mL (MERCK, 2020; PUBCHEM, 2020). 
Prostaglandinas em geral são importantes mediadores lipídicos em processos 
inflamatórios, que também exercem funções importantes na manutenção homeostática 
(DUNCAN et al., 2018). A latanoprosta (Figura 5) é um fármaco lipofílico e se apresenta 
na forma de um óleo, o que dificulta sua solubilização em água e sua penetração na pele. 
Essa característica, pode fazer com que formulações a base de latanoprosta fiquem 
associadas ao estrato córneo, que como mencionado anteriormente, é uma camada 
altamente lipofílica que impede a penetração cutânea de vários fármacos.  Comumente é 
feito o uso de co-solventes (etanol, propilenoglicol) e agentes solubilizantes para 
administrar esse problema. No entanto essa alternativa geralmente ocasiona irritação 
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cutânea quando usados em formulações tópicas (NATARAJAN et al., 2012). Assim, o 
objetivo deste trabalho é preparar nanoestruturas contendo o fármaco como ferramenta no 
desenvolvimento de formulações livres de solventes orgânicos e que possibilitem a 
administração da latanoprosta de forma segura ao paciente e mais efetiva.   
3.6. Nanotecnologia  
De acordo com a European Medicines Agency (EMA), a nanotecnologia se define pelo 
uso de estruturas menores de 1000 nm de diâmetro, com propriedades específicas. Visa-se 
com o uso da nanotecnologia a oferecer vantagens na aplicação de um fármaco devido ao 
aumento na área de superfície em relação ao seu volume. Assim, atuam como 
nanocarreadores transportando o fármaco, que pode ser encapsulado por diversos 
mecanismos, para um sítio ativo específico, onde exercerá uma atividade terapêutica. 
Nanopartículas tendem a apresentar-se de forma estável. Suas partículas menores e mais 
leves acarretam num movimento browniano mais vigoroso impedindo que estas se 
aglomerem e depositem no fundo do recipiente que as contém (HWANG et al., 2008) 
(DIMER et al., 2013).    
Nanopartículas poliméricas são uma ótima aplicação da tecnologia porque podem 
oferecer alternativas de alta biocompatibilidade, baixa toxicidade, capacidade imunogênica 
e ainda biodegradáveis. Estas funcionam como sistemas coloidais podendo ser formadas 
por polímeros naturais ou sintéticos. Nanopartículas são de grande importância para 
farmácia, devido ao seu papel na liberação controlada de fármacos, se mostrando 
compatíveis com diversas moléculas e tecidos do corpo humano. Essas também se 
apresentam diminuindo a degradação dos princípios ativos em seu interior, aumentando 
sua meia-vida de prateleira e no organismo (DIMER et al., 2013; FORMIGA et al., 2009).  
As nanopartículas poliméricas podem ser divididas em dois grandes grupos. Os 
sistemas matriciais, em que o fármaco se encontra distribuído uniformemente em seu 
núcleo, são denominados nanoesferas. Já os sistemas vesiculares, que têm o fármaco 
concentrado no interior do núcleo, geralmente dissolvidos em um solvente oleoso, são 
chamados de nanocápsulas (Figura 4) Assim, a presença de óleos nas nanocápsulas leva à 
formação de uma estrutura vesicular, enquanto a ausência de óleo nas nanoesferas fornece 
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uma organização matricial das cadeias poliméricas (DIMER et al., 2013; GUTERRES et 
al., 2007). 
 
Figura 6: Diferença entre o sistema matricial (nanoesferas) e o sistema vesicular 
(nanocápsulas) (Nanomedicine (2010) Future Medicine Ltd). 
As nanocápsulas são, portanto, uma boa alternativa para a veiculação de altas 
concentrações de fármacos lipofílicos, como é o caso da latanoprosta. Além de serem 
capazes de dispersar o fármaco em um meio aquoso (MHLWATIKA et al., 2018), e 
melhorar sua estabilidade e controlar sua liberação, esse tipo de nanoestrutura também é 
capaz de transpassar camadas da pele fazendo com que o fármaco atinja efetivamente o seu 
alvo terapêutico (DADWAL et al., 2018). Quando o uso de nanopartículas é associado a 
estímulo mecânico a entrega do fármaco para o seu alvo de ação pode ser ainda maior 
(LEITE-SILVA et al., 2012). Um estudo mostrou que uma formulação contendo 
nanopartículas poliméricas foi capaz de manter dez vezes mais fármaco estável nos 
folículos comparada a uma solução tradicional (LADEMANN et al., 2008).  
Neste trabalho, optou-se por utilizar a policaprolactona (PCL) no preparo das 
nanocápsulas de latanoprosta. Trata-se de um polímero semicristalino e alifático 
comumente utilizado em formulações de nanocápsulas devido a sua alta 
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade e por ser biodegradável (SEPÚLVEDA et al., 
2016). Sua biocompatibilidade se deve a hidrólise que sofre em sua metabolização gerando 
ácido 6- hidroxilcaproico e a Acetil-CoA, podendo ser eliminados do corpo (WOODRUFF; 
HUTMACHER, 2010).  
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Nanocápsulas de PCL também já demonstraram boa estabilidade frente a alguns outros 
polímeros como o poli ácido láctico-co-glicólico (PLGA), aumentando a meia-vida dos 
fármacos encapsulados. Essa característica é muito importante no uso de medicamentos 
que precisam apresentar uma liberação controlada (FORMIGA et al., 2009).  
A PCL é aprovada pela agência americana Food and Drug Administration (FDA) para 
ser usado em propósitos biomédicos. Apresenta um baixo ponto de fusão de (60°C) e uma 
alta temperatura de decomposição (350°C). Esta também apresenta uma alta solubilidade 
em compostos orgânicos permitindo a obtenção de boas nanopartículas (PEÑA et al., 
2015).  
Considerando que existe muito espaço para a pesquisa envolvendo nanotecnologia no 
tratamento tópico de alopecia, e que não há publicado nenhum estudo que proponha a 
aplicação de nanocápsulas poliméricas para a administração tópica da latanoprosta, o 
presente trabalho visa a contribuir para o crescimento de conhecimento nessa área. 
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4. MATERIAL 	
4.1. Fármacos, excipientes e solventes  
A latanoprosta foi gentilmente cedida pela Aché Laboratórios Farmacêuticos (São 
Paulo, Brasil). Seu padrão analítico foi adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Alemanha). Para o desenvolvimento das nanocápsulas, foi utilizado o polímero 
policaprolactona adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), álcool polivinílico 
também adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), Tween 80 e diclorometano 
adquiridos da Dinâmica (Campinas, Brasil). Para o preparo da solução tampão foram 
utilizados o fosfato de sódio monobásico, o fosfato de sódio dibásico e o cloreto de sódio 
todos adquiridos pela Dinâmica (Campinas, Brasil). 
Metanol e acetonitrila, ambos de grau HPLC foram adquiridos da J.T.Baker 
(Philisburgh, Estados Unidos). O ácido fórmico grau HPLC usado na fase móvel dos testes 
realizados no LC-MS foi adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A água 
ultrapura foi obtida através de um sistema Mili-Q da Millipore (Illkirch Graffenstaden, 
França). 
4.2. Equipamentos e outros insumos  
Para a detecção e quantificação da latanoprostra foram utilizados um cromatógrafo 
líquido de alta eficiência (CLAE) LC 20-AD e um cromatógrafo líquido acoplado ao 
espectrômetro de massas (LC-MS) modelo 2020, ambos da Shimadzu (Kyoto, Japão). 
O cromatógrafo líquido de alta eficiência que compõe os dos sistemas é composto por 
duas bombas (modelo LC 20-AT), um injetor automático (modelo 9SIL-20AD) e forno 
(modelo CTO- 20AS), acoplados a um detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A). 
Conectado ao LC-MS foi usado um gerador de gás nitrogênio modelo Genius NM32LA 
(Peak Scientific, Reino Unido) e bomba de vácuo mecânica (Edwards, Burgees Hill, 
Inglaterra), com fonte de ionização dual-spray, atuando no modo de ionização positivo por 
electrospray (ESI+), acoplando à sistema de cromatografia líquida. A aquisição de dados 
foi realizada utilizando o software Shimadzu LC Solution. Para a fase estacionária, utilizou-
se uma coluna de fase reversa C18 (4,6mm x 150mm; Shim-pack, Shimadzu). 
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Para o desenvolvimento das nanocápsulas foi utilizada uma balança analítica da 
Shimadzu, um rotaevapodorador do Laboratório de Ensaios Químicos em Farmácia do 
Departamento de Farmácia da UnB e um sonicador da VibraCell. Para a sua caracterização 
foram utilizados um Zetasizer Nano series da Malvern, uma centrífuga da KASVI e um 
microscópio eletrônico de varredura - MEV Jeol JSM-7000F do Instituto de Biologia da 
UnB. 
Para os testes de diferencial tape-stripping foi utilizada uma cola de cianocrilato da 
Super Bonder (Locctite, São Paulo, Brasil) e uma fita Scotch n°845 Book Tape – 3M, EUA. 
Para os ensaios de liberação e permeação foram utilizadas células de difusão 
verticais do tipo Franz do próprio laboratório. Para os testes de liberação foram ainda 
utilizadas membranas de nitrocelulose (filtro 0,1um) da Millipore e para os de permeação 
foi utilizada pele retirada de orelhas de porco, obtidas do Frigorífico Sabugy (Planaltina, 
Brasil) logo após o abate dos animais. 
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5. MÉTODOS 
Dois métodos analíticos utilizados neste trabalho foram validados seguindo os 
padrões International Conference of Harmonisation (ICH) e RDC N°166, de 24 de julho 
de 2017 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). O primeiro deles foi 
utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detecção por DAD/UV para 
quantificação do fármaco em praticamente todos os experimentos, exceto aqueles com 
interferentes da pele, para os quais utilizou-se Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
com detecção em massas (LC-MS). 
5.1. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detecção por DAD 
A latanoprosta foi analisada seguindo-se um método analítico para cromatografia 
líquida de alta eficiência proposto por PATEL et al. (2015). A fase móvel foi composta por 
uma mistura de acetonitrila:água ultrapura (60:40) (v/v). A vazão de eluição da fase móvel 
foi igual a 1 mL/min, o volume de injeção das amostras igual a 20 µL e o forno mantinha 
a temperatura da coluna cromatográfica a 40°C. 
Para essa determinação, foram feitas inicialmente varreduras de uma solução de 
latanoprosta em metanol a 10 µg/mL, fazendo-se ajustes para se obter o comprimento de 
onda onde se encontraria um pico uniforme e sem interferentes partindo-se dos dados 
descritos na literatura (PATEL et al., 2015). A partir de então, o método proposto foi 
validado, avaliando-se parâmetros de seletividade, linearidade, precisão, exatidão e 
sensibilidade (limites de detecção e de quantificação). 
5.1.1. Preparo de interferentes  
Os interferentes da pele foram preparados da seguinte forma: a orelha de porco foi 
lavada em água corrente, e a pele retirada da cartilagem com auxílio de uma lâmina e uma 
tesoura. O tecido subcutâneo gorduroso foi então removido com o auxílio da tesoura. A 
pele foi então cortada em pedaços redondos de aproximadamente 3,5 cm de diâmetro. Para 
separar o estrato córneo, dez pedaços quadrados de fita adesiva foram colados e retirados 
da superfície da pele e armazenados em um frasco de vidro para a extração. Para a retirada 
do folículo piloso, três gotas de cola de cianoacrilato foram adicionadas à pele que já teve 
	 18 
seu estrato córneo retirado e então um pedaço de fita adesiva foi colocado sobre a cola e 
após a secagem, retirada em um único movimento. Esse processo foi repetido e as duas 
fitas com a cola foram transferidas para um frasco de vidro. Por último a pele remanescente 
foi cortada em pequenos pedaços e transferida para um terceiro frasco. Adicionou-se, 
então, 5 mL de metanol a cada frasco com fita ou pele vedando-se bem o vidro para que o 
solvente não evaporasse. A extração durou 15 h e foi realizada sem agitação. Após esse 
período, as soluções foram filtradas e utilizadas para contaminar as soluções de fármaco. 
Para as análises com os interferentes presentes nas nanocápsulas de latanoprosta, 
foi feita uma formulação contendo as nanocápsulas vazias, ou seja, sem o fármaco. Para 
isso, usou-se uma fase aquosa com 5 mg de álcool polivinilico e 80 mg de Tween 80 
dissolvidos em 15 mL de água ultrapura. Usou-se também uma fase orgânica com 10 mg 
de policaprolactona dissolvidos em 4 mL de diclorometano. Gotejou-se lentamente a fase 
orgânica na fase aquosa enquanto esta era agitada para que a dispersão de nanocápsulas 
fosse formada. Uma vez terminado este processo, o diclorometano foi evaporado com o 
auxílio de um rotaevaporador a 35°C por 15 min.  
5.1.2. Seletividade 
A seletividade do método para a latanoprosta em relação aos possíveis interferentes 
(camadas da pele e excipientes das nanocápsulas) foi inicialmente avaliada. Para isso, foi 
analisado em sextuplicata soluções metanólicas de latanoprosta a 10 µg/mL sozinhas ou 
contaminadas com alíquotas de 100 µL dos possíveis interferentes em questão. Observou-
se então se os valores de precisão e exatidão para concentração mensurada das amostras 
contaminadas comparadas as não contaminadas eram aceitáveis de acordo com as normas 
vigentes (ICH e RDC N°166, 2017 - ANVISA). 
5.1.3. Linearidade 
Obteve-se uma curva analítica que relacionava as concentrações de latanoprosta 
com as áreas dos picos obtidos pelo equipamento de cromatografia líquida. Para tal, uma 
solução mãe de 50 µg/mL de latanoprosta foi diluída em metanol para sete concentrações 
(0,5 µg/mL; 2,0 µg/mL; 5,0 µg/mL; 10,0 µg/mL; 15,0 µg/mL 20,0 µg/mL e 25 µg/mL), 
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que foram levadas ao equipamento para análise. As diluições foram preparadas em 
triplicata para cada concentração a partir de três soluções mãe independentes. As áreas dos 
picos correspondentes a cada concentração foram usadas para se obter a curva analítica, 
com sua respectiva equação linear. A linearidade foi determinada a partir do coeficiente de 
correlação linear calculado para a curva obtida. 
5.1.4. Precisão e Exatidão 
Para a avaliação desses parâmetros, dois analistas diferentes em dois dias diferentes 
fizeram a análise cromatográfica de soluções em três concentrações diferentes da curva 
analítica (2 µg/mL; 10 µg/mL; e 20 µg/mL) cada uma em triplicata. Para medir a precisão, 
obteve-se o coeficiente de variação (𝐶𝑉) dividindo-se o desvio padrão da média das leituras 
(𝜎) por sua média (𝑚) e multiplicando-se por 100, como demonstra a Equação 1 (ANVISA 
- RE no 899): 
𝐶𝑉 =
𝜎
𝑚𝑥100 
Equação 1  
Para medir a exatidão dividiu-se a concentração obtida para cada análise pela 
concentração teórica e multiplicou-se por 100, como demonstra a Equação 2 (ANVISA - 
RE no 899): 
Exatidão = 	
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜	𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜	𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎 	𝑥	100 
Equação 2 
 
5.1.5. Limite de detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 
Os limites de detecção e quantificação foram medidos de forma teórica, seguindo 
as normas RDC N°166, a partir das três curvas analíticas obtidas conforme descrito acima. 
Para se determinar a menor concentração de analito presente na amostra detectável (LD), 
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usou-se a seguinte equação:  
𝐿𝐷 =
3,3	𝑥	𝑑𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜	𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜	𝑑𝑜	𝑐𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒	𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟	𝑑𝑎𝑠	𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎𝑠	𝑎𝑛𝑎𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠
𝑚é𝑑𝑖𝑎	𝑑𝑜	𝑐𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒	𝑎𝑛𝑔𝑢𝑙𝑎𝑟	𝑑𝑎𝑠	𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎𝑠	𝑎𝑛𝑎𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠	  
Equação 3 
Para medir a menor quantidade do analito em uma amostra que pode 
ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis (LQ), usou-se a seguinte equação: 
𝐿𝑄 =
10	𝑥	𝑑𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜	𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜	𝑑𝑜	𝑐𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒	𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎𝑟	𝑑𝑎𝑠	𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎𝑠	𝑎𝑛𝑎𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠
𝑚é𝑑𝑖𝑎	𝑑𝑜	𝑐𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒	𝑎𝑛𝑔𝑢𝑙𝑎𝑟	𝑑𝑎𝑠	𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎𝑠	𝑎𝑛𝑎𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠  
Equação 4 
5.2. Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de Massas 
A latanoprosta extraída das camadas da pele foi analisada através de um método 
analítico por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas inicialmente 
proposto por OLIVEIRA et al. (2020). A fase móvel foi composta de 0,1% (m/v) de ácido 
fórmico em água (A) e 0,1% (m/v) de ácido fórmico em acetonitrila (B) aplicada ao sistema 
de eluição por gradiente com vazão igual a 0,5 mL/min, programada como A/B = 80/20 
(0,01 – 4 min), 30/70 (4,1 – 10 min), e 80/20 (10,1 – 15 min). O volume de injeção das 
amostras era igual a 2 µL e o forno mantinha a temperatura da coluna cromatográfica a 
30°C. O método também foi validado de acordo com parâmetros de seletividade, 
linearidade, precisão, exatidão, sensibilidade (limites de detecção e de quantificação) e 
recuperação utilizando o processo de extração. 
5.2.1. Seletividade 
Neste método identifica-se o analito de estudo através de sua razão massa-carga 
(m/z) uma vez separado por cromatografia. Como essa é particular de cada analito, 
monitorar a razão massa-carga também é útil para verificar a seletividade do método. O 
espectrômetro de massas é capaz de determinar os picos correspondentes a cada espécie, 
sendo assim possível obter o cromatograma para cada analito a partir de uma amostra 
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garantindo sua seletividade (IGLESIAS, 2013; SKOOG et al., 2005; OLIVEIRA et al., 
2020). Assim, soluções metanólicas de latanoprosta com e sem a adição dos interferentes 
de pele obtidos conforme descrito anteriormente (item 5.1.1) foram analisadas 
monitorando a razão massa-carga para a latanoprosta utilizando-se esse método e possíveis 
alterações na quantificação do analito foram verificados para confirmar a seletividade do 
método. 
5.2.2. Linearidade 
Para determinar a linearidade do método, foi considerado o efeito da matriz em que 
a latanoprosta se encontrava na sua detecção. Sendo assim, nesses experimentos o fármaco 
foi analisado na presença dos interferentes desta pesquisa. Foram feitas curvas de 
calibração da latanoprosta em diferentes diluentes: metanol e extrato em metanol das três 
camadas da pele (estrato córneo, folículo piloso e pele remanescente) obtidos por conforme 
descrito anteriormente (item 5.1.1) 
Desenvolveram-se as quatro curvas analíticas com seis concentrações de 
latanoprosta (0,05 µg/mL; 0,1 µg/mL; 0,2 µg/mL; 0,5 µg/mL; 0,8 µg/mL; e 1,0 µg/mL) 
para se obter as áreas dos picos correspondentes a cada concentração. Avaliou-se também 
a significância do efeito matriz na análise do fármaco de estudo usando-se a seguinte 
equação: 
𝐸𝑓 =
𝑆𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧 − 𝑆𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑆𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑥100 
Equação 5 
Onde: Smatriz é o coeficiente angular da curva analítica da latanoprosta na matriz e 
Ssolvente é o coeficiente angular da curva analítica da latanoprosta no solvente. 
5.2.3. Precisão e Exatidão 
Para se determinar a precisão e a exatidão, foram realizados os mesmos ensaios 
realizados na validação em cromatografia liquida de alta eficiência com detecção DAD. 
Neste caso, no entanto, as concentrações de latanoprosta escolhidas foram menores devido 
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à alta sensibilidade deste método analítico (0,5 µg/mL; 2 µg/mL; e 5 µg/mL) (IGLESIAS, 
2013). Foram usadas as mesmas equações para medir os dois parâmetros e cada um foi 
medido para as amostras metanol e para as amostras em extrato de cada camada da pele 
analisada. 
5.2.4. Limite de detecção (LD) e Limite de quantificação (LQ)  
Os limites de detecção e quantificação foram determinados da mesma forma em 
que foram determinados para o método de cromatografia liquida de alta eficiência com 
detecção DAD, mas utilizando-se os dados das curvas analíticas obtidas para cada matriz 
biológica seguindo-se este novo método analítico.  
5.2.5. Estudos de recuperação  
O objetivo deste ensaio foi validar o método de extração da latanoprosta das 
matrizes biológicas da pele. Assim, inicialmente as camadas da pele foram separadas 
usando a técnica de differential tape-stripping, que foi descrita no item 5.1.1. Após a 
separação, cada camada da pele acondicionadas em frascos diferentes foram contaminadas 
com quantidades conhecidas de latanoprosta diluída em metanol. Manteve-se os frascos 
abertos até a evaporação do solvente restando apenas o fármaco seco em contato com cada 
uma das camadas da pele. Então, adicionou-se 5 mL de metanol para a proceder a extração. 
Os frascos foram vedados e mantidos em repouso por 15 h. Após esse período as dispersões 
foram filtradas e o filtrado analisado utilizando-se o método analítico. A recuperação de 
latanoprosta em cada camada da pele e em cada nível de concentração foi então calculada 
através da razão entre concentração mensurada pela concentração adicionada, como mostra 
a Equação 6.  
𝑅% =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜	𝑚𝑒𝑛𝑠𝑢𝑟𝑎𝑑𝑎
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜	𝑟𝑒𝑎𝑙 𝑥100 
Equação 6 
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5.3. Desenvolvimento de nanocápsulas poliméricas contendo latanoprosta 
Nanocápsulas de policaprolactona foram obtidas através do método de evaporação 
do solvente e nanoprecipitação (PIRES et al., 2019; MILADI et al., 2016). Preparou-se 
uma fase aquosa contendo 15 mL de água ultrapura, 80 mg de Tween 80 e, em alguns 
testes, 5 mg de álcool polivinílico. Para chegar-se à proporção adequada de 
polímero/fármaco na fase orgânica, a quantidade de latanoprosta foi fixada em 10 mg e 
foram testadas diferentes proporções policaprolactona/latanoprosta: 1:1; 2:1; 3:1; 4:1; 5:1 
e 6:1 (p/p). Foi preparada então, uma fase orgânica contendo diferentes quantidades de 
policaprolactona e 10 mg de latanoprostra dissolvidos em 4 mL de diclorometano. A fase 
orgânica foi gotejada com o auxílio de uma seringa na fase aquosa, enquanto agitada por 
meio de agitação magnética ou um sonicação até ser formada uma nanoemulsão. Depois 
de formada a nanoemulsão, o solvente orgânico foi evaporado com o auxílio de um 
rotaevaporador, que operou a 35°C durante 10 min. 
5.4. Caracterização das nanocápsulas poliméricas contendo latanoprosta 
 
5.4.1. Tamanho médio, Índice de Polidispersividade e Potencial Zeta  
Os nanossistemas desenvolvidos tiveram o seu tamanho médio, índice de 
polidispersividade e potencial zeta determinados com o auxílio de um equipamento 
Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA). O tamanho médio e o índice de polidispersividade foi 
avaliado por espalhamento da luz dinâmica, enquanto o potencial zeta foi determinado por 
meio da mobilidade eletroforética. Para a medição desses três parâmetros, 10 µL da 
dispersão das nanocápsulas foram diluídas em 40 µL de água ultrapura. As leituras foram 
realizadas em triplicata para cada amostra em temperatura ambiente. 
5.4.2. Morfologia  
A morfologia das nanocápsulas foi determinada com o auxílio de imagens obtidas 
por meio de um microscópio eletrônico de varredura (MEV JOEL, JSM-7000 IF). Para o 
preparo das amostras, uma gota da dispersão de nanocápsulas de latanoprosta foi diluída 
em uma gota de água ultrapura (1:1 v/v) e colocada sob uma superfície isolante em cima 
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de um suporte. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente até que a água fosse 
completamente seca. As amostras foram então metalizadas com ouro para serem levadas 
ao equipamento e analisadas por meio de fotografias com aumento de até 5000 a 15000 
vezes.  
5.4.3. Eficiência de encapsulação  
A eficiência de encapsulação do fármaco nas nanopartículas foi determinada 
através da quantificação de latanoprosta não encapsulada separada por filtração da 
dispersão de nanocápsulas. Para análise do fármaco livre, 2 mL da dispersão de 
nanocápsulas de latanoprosta foi disposta em um sistema de filtração Vivaspin®. As 
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 min. Após, 0,02 mL do filtrado foi 
coletado e diluído em 0,98 mL de metanol e levado para análise em HPLC. A eficiência de 
encapsulação foi então calculada de acordo com a Equação 7: 
EE% = [(Ftotal – Flivre)/ Ftotal] x 100 
Equação 7  
Onde: EE é a eficiência de encapsulação em porcentagem, Ftotal corresponde à quantidade 
de fármaco total presente em 2 mL de dispersão das nanocápsulas, e Flivre corresponde à 
quantidade de fármaco livre dosado do filtrado de 2 mL da dispersão. 
Foi feito ainda um teste controle, em que se usou uma solução de latanoprosta em 
metanol na mesma concentração da suspensão de nanocápsulas e se procedeu a filtração 
por centrifugação utilizando o sistema de filtração Vivaspin®. O objetivo era observar se o 
fármaco não encapsulado também ficaria retido no sistema Vivaspin®, o que não ocorreu. 
5.5. Estabilidade das nanocápsulas poliméricas contendo latanoprosta 
A estabilidade das nanocápsulas foi observada através da medição de tamanho 
médio das nanocápsulas, índice de polidipsersividade, potencial zeta, e teor total de 
latanoprostra ao longo de 90 dias (dias 0, 1, 7, 15, 30, 60 e 90). Para a medição do teor de 
latanoprosta, 15 µL da solução de nanocápsulas foram diluídos em 1,5 mL de metanol e 
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analisadas pelo método em cromatografia liquida de alta eficiência. As amostras para os 
outros testes desta seção foram realizadas como descritas anteriormente (item 5.4.1). As 
amostras foram mantidas em triplicada em temperatura ambiente (25 ±5oC) e a 6 ± 2oC. 
5.6. Estudos de solubilidade da latanoprosta 
Foram feitos estudos para determinar a solubilidade da latanoprosta em diferentes 
solventes com o objetivo de escolher um meio que sirva de solução receptora para ser usada 
em experimentos que envolvem difusão do fármaco, especificamente os ensaios in vitro de 
liberação e permeação cutânea. Para isso, 1 g de latanoprosta (excesso) foi adicionada a 5 
mL de cada um dos meios (solução tampão fosfato pH 7,2; s solução tampão fosfato pH 
7,2/etanol (6:4); solução tampão fosfato pH 7,2 com 2% de Tween 80 e solução tampão 
fosfato pH 7,2 com 2% de SDS) e foi deixada sob agitação moderada por um período de 
48 h. Após, a dispersão foi filtrada em membrana de 0,45 µm, o filtrado foi adequadamente 
diluído em metanol e a latanoprosta quantificada por HPLC. Assim, a solubilidade foi igual 
à concentração de fármaco na solução saturada em cada meio.    
5.7. Estudos in vitro de liberação da latanoprosta a partir das nanocápsulas  
O perfil de liberação do fármaco a partir das nanocápsulas foi obtido por meio de 
estudos in vitro utilizando células “Franz” e membrana de nitrocelulose. A membrana foi 
colocada entre o compartimento doador e receptor de cada célula, sendo que este último 
compartimento foi preenchido com 15 mL de uma solução tampão fosfato pH 7,2 com 2% 
de Tween 80 mantida sob agitação (300 rpm) e sob temperatura de 32 ± 2o C. A dispersão 
de nanocápsulas (1 mL) foi colocada no compartimento doador. 
Amostras de 1 mL da solução receptora foram coletadas de tempos em tempos (20 
min; 40 min; 60 min; 80 min; 100 min; 120 min; 150 min; 180 min; e 210 min) para análise 
por CLAE, sendo que após cada coleta um volume igual de solução receptora “limpa” foi 
sendo reposta ao compartimento receptor. As amostras foram quantificadas em HPLC e 
um gráfico relacionando-se porcentagem de fármaco liberado em função do tempo foi 
construído. 
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5.8. Estudos in vitro de permeação cutânea da latanoprosta a partir da dispersão 
de nanocápsulas 
Células de difusão tipo Franz foram montadas com pele retirada de orelhas de porco 
separando os compartimentos doadores dos receptores. Este último foi preenchido com 
uma solução receptora (tampão fosfato pH 7,2 contendo 2% Tween 80), mantida sob 
agitação (300 rpm) e à temperatura de 32 ± 2° C. No compartimento doador, foi adicionado 
1 mL da dispersão de nanocápsulas de latanoprosta (contendo 666,7 µg/mL de fármaco, 
pH 7,2), ou 1 mL de uma solução de latanoprosta na mesma concentração em tampão 
fosfato pH 7,2 contendo 2% Tween 80, utilizada aqui como controle do fármaco livre. O 
experimento teve duração de 8 h e foi realizado em quintuplicata para cada formulação. 
Uma segunda série de experimentos foi realizada com as mesma formulações e de 
maneira semelhante à descrita anteriormente; porém, antes de se começar o ensaio de 
permeação, uma alíquota (0,5 mL) da dispersão de nanocápsulas ou da solução controle foi 
colocada sob a pele e massageada com movimentos circulares do dedo indicador em um 
único sentido por 3 min (LEITE-SILVA et al., 2012). Após, os fragmentos de pele foram 
montados nas células de difusão, o conteúdo de formulação completado para 1 mL e o 
experimento foi conduzido da mesma forma anteriormente descrita por 8 h. 
Após a finalização de cada experimento, os fragmentos da pele de porco foram 
retirados da célula de difusão, limpos com água corrente, esticados e presos sobre um 
suporte de isopor com o estrato córneo voltado para cima. Em seguida foi aplicada a técnica 
de diferencial tape stripping (item 5.1.1) para separação do estrato córneo com o auxílio 
de 10 fitas adesivas, dos folículos pilosos com o auxílio de cola de cianoacrilato, e da pele 
remanescente picotada. O fármaco foi então extraído de cada camada da pele em 5 mL de 
metanol por 15 h, seguido por filtragem em filtros de 0,45 µm, e quantificação do fármaco 
presente nas soluções extratoras por LC-MS. O fármaco presente na solução receptora foi 
também quantificado por LC-MS. 
5.9. Avaliação in vitro do potencial irritativo das nanocápsulas 
O potencial irritativo da dispersão de nanocápsulas de latanoprosta foi analisado por 
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meio do ensaio de HET-CAM, previamente descrito na literatura (KALWEIT et al., 1990). 
Para isso, ovos de galinha fecundados em seu nono dia de incubação foram abertos em sua 
parte inferior para expor a membrana corioalantóica (CAM). Então, 300 µL da dispersão 
de nanocápsulas foi colocada sobre a membrana por 20 segundos. Após, a dispersão das 
nanocápsulas foi descartada e a CAM foi cuidadosamente lavada com uma solução de NaCl 
0,9% (m/v) para garantir a remoção total da formulação. A CAM foi observada visualmente 
por 5 min (tempos 30 s, 3 min e 5 min) em relação ao aparecimento de qualquer um dos 
seguintes fenômenos: hiperemia, hemorragia e coagulação para os quais foi atribuída uma 
pontuação, segundo KALWEIT et al. (1990). O tempo necessário para causar qualquer um 
desses eventos foi totalizado para fornecer um valor numérico único, indicando o potencial 
de irritação da amostra em uma escala com um valor máximo de 21, em que pontuação de 
0 a 0,9 classificam a formulação como não irritativa, de 1 a 4,9 como levemente irritativas, 
de 5 a 8,9 como moderadamente irritativas e de 9 a 21 como fortemente irritativas. 
5.10. Análise dos dados 
Para análise da regressão linear e desenvolvimento dos cromatogramas foi usado o 
Software Microsoft Excel 2020 a partir dos dados obtidos pelas leituras cromatográficas. 
Para análise estatística dos dados foi também utilizado o Software Prim Graphpad, 
admitindo nível de significância p < 0,05. Diferenças significativas entre grupos de dados 
independentes foram verificadas por Teste t não pareado para variâncias populacionais 
diferentes.  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
6.1. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detecção por DAD 
6.1.1. Ajuste de parâmetros cromatográficos 
Após realizados os testes descritos na seção 5.1, foi definido o comprimento de 
onda em que as leituras seriam feitas e observado o tempo de retenção do fármaco na 
coluna. A Figura 7 mostra o cromatograma obtido para a solução metanólica da 
latanoprosta, em que o pico do fármaco foi mais bem detectado a 210 nm, 5,85 min após 
sua injeção.  
 
Figura 7: Cromatograma obtido para uma solução de latanoprosta a 10 µg/mL eluinda 
seguindo-se o método proposto por cromatografia liquida de alta eficiência com detecção 
por DAD.  
Como pode se observar, o pico correspondente à latanoprosta apresentou-se 
simétrico e relativamente distante do início da corrida devido à menor afinidade com os 
solventes polares da fase móvel do que da coluna apolar utilizada como fase estacionária. 
Também se apresentou distante do sinal referente ao metanol (˜3 min) o que é muito 
importante para que a análise da latanoprosta não seja equivocada. Resultado semelhante 
de separação foi obtido no trabalho em que este se baseou para definição do método 
analítico (PATEL et al., 2015).  
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6.1.2. Seletividade 
A Figura 8 apresenta os cromatogramas para a latanoprosta em amostras 
contaminadas com os diferentes interferentes testados. Neste teste, amostras de 10 μg/mL 
do fármaco diluído em metanol foi contaminado com 100 µL de extrato metanólico das 
três camadas da pele e uma solução filtrada da dispersão das nanocápsulas vazias. 
 
Figura 8: Cromatogramas das amostras contendo 10 μg/mL de latanoprosta (LAT) em 
metanol e na presença dos estratos metanólicos das camadas da pele (EC – estrato córneo; 
FP – folículo piloso; PR – pele remanescente) e dos excipientes das nanocápsulas obtidos 
por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção no DAD.  
A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 8, pode-se verificar que 
nenhum dos interferentes alteram o sinal da latanoprosta. Porem em testes de recuperação, 
onde a latanoprosta foi dissolvida em extrato metanólico de camadas da pele, verificou-se 
que o sinal para a latanoprosta foi significativamente alterado, suprimindo ou aumentando 
o sinal do fármaco, e alterando seu tempo de eluição em 5,85 min. Com isso, pode-se inferir 
que o método é seletivo para a análise da latanoprosta nas formulações e não seletivo para 
análise do fármaco extraído da pele, o que demandou o desenvolvimento de um novo 
método mais seletivo para análise das amostras dos experimentos que envolvem a pele 
(ensaios de permeação cutânea). 
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6.1.3. Linearidade 
 Para verificar a linearidade do método, analisou-se a resposta obtida para sete 
concentrações diferentes de latanoprosta. A Figura 9 mostra o resultado da curva analítica 
para a latanoprosta em metanol nas seguintes concentrações em triplicata: 0,5 µg/mL; 2 
µg/mL; 5 µg/mL; 10 µg/mL; 15 µg/mL; 20 µg/mL e 25 µg/mL.  
 
Figura 9: Curva analítica em metanol obtida de análises em triplicata. Faixa = 0,5 µg/mL 
a 25 µg/mL; equação da reta: y = 21455x + 255,05; r2 = 0,9993 
Pode-se observar que o método foi capaz de se obter um gráfico de tendência com 
respostas analíticas diretamente proporcionais às diferentes concentrações de latanoprosta. 
Tem-se também que o coeficiente de determinação (r2) tem seu valor próximo a 1 (0,9993) 
e acima do mínimo recomendado (0,990), evidenciando a linearidade do método na faixa 
analítica proposta (ANVISA, 2017). Esse comportamento nos possibilita a análise do 
fármaco de estudo pelo método apresentado.  
6.1.4. Precisão e Exatidão	
Os dados de ensaios de precisão e exatidão realizados por dois analistas em dois 
dias diferentes para três concentrações distintas da curva analítica encontram-se 
apresentados na Tabela 1 abaixo.  
 
0
100000
200000
300000
400000
500000
600000
0,0 10,0 20,0 30,0
Á
re
a 
do
 p
ic
o
Concentração de latanoprosta (µg/mL)
	 31 
Tabela 1: Precisão e exatidão verificada pelos analistas 1 e 2 nos dias 1 e 2 para amostras 
de latanoprosta nas concentrações de 2 μg/mL ;10 μg/mL e 20 μg/mL. 
 
Concentração 
teórica 
(μg/mL) 
Concentração 
medida 
(μg/mL) 
Precisão (%) Exatidão (%) 
Analista 1 
Dia 1 
2 1,96 4,9 97,8 
10 10,16 3,0 101,6 
20 20,72 0,7 103,6 
Analista 2 
Dia 1 
2 2,09 0,3 104,7 
10 9,88 0,4 98,8 
20 20,23 2,2 101,1 
Analista 1 
Dia 2 
2 1,95 3,3 97,6 
10 10,34 2,7 103,4 
20 20,87 1,0 104,3 
Analista 2 
Dia 2 
2 2,10 0,6 104,9 
10 10,17 1,2 101,7 
20 20,48 2,0 102,4 
 
Os resultados obtidos para precisão mostraram variações sempre abaixo de 5% e os 
para exatidão, valores compreendidos entre 95 e 105%, de acordo com os valores 
apontados pelas normas do International Conference of Harmonisation (ICH) e da RDC 
N°166, de 24 de julho de 2017 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 
para validação de métodos analíticos. Conclui-se, portanto, que o presente método é preciso 
e exato considerando-se sua faixa de linearidade. 
 
6.1.5. Limite de detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 
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Os limites de detecção e quantificação calculados de forma teórica por meio dos 
coeficientes angulares das retas das curvas analíticas e são apresentados na Tabela 2 
abaixo.  
Tabela 2: Limites de detecção e quantificação para método analítico em cromatografia 
liquida de alta eficiência. 
Limite de detecção (μg/mL) Limite de quantificação (μg/mL) 
0,25 0,77 
 
Os valores mínimos de detecção e quantificação da latanoprosta foram menores que 
1 µg/mL, limites suficientes para se quantificar o fármaco com precisão e exatidão nos 
experimentos subsequentes. 
6.2. Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de Massas 
6.2.1. Seletividade e Linearidade 
 Após realizadas as análises, foi possível se extrair um espectro para latanoprosta 
baseado na sua razão massa-carga, de onde era possível distingui-la de outras substâncias 
presentes na amostra analisada. As Figuras 10 e 11 apresentam o cromatograma e o 
espectro de massa para a latanoprosta, respectivamente.      
 
Figura 10: (A) Cromatograma da latanoprosta (m/z 433,3) e (B) do seu fragmento (m/z 
397,3), respectivamente, com tempo de retenção em 11,8 minutos. 
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Figura 11: Espectro de massas da latanoprosta 
 
A Figura 12 mostra os resultados para a curva analítica da latanoprosta em metanol 
em triplicata com seis pontos. A curva obtida mostrou-se linear, com coeficiente de 
correlação linear de 0,9994 – portanto, acima do recomendado - e com equação da reta = 
172370x + 6637,1. 
Figura 12: Curva analítica para latanoprosta diluída em metanol, obtida em triplicata na 
faixa de concentração de 0,1 a 5,0 μg/mL seguindo-se o método por LC-MS. Equação da 
reta = 172370x + 6637,1; r2 = 0,9994. 
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Em métodos analíticos utilizando espectrometria de massas é muito comum que a 
matriz de onde o analito é extraído interfira em sua detecção e quantificação (WONG et 
al., 2009) (ZHOU et al., 2013; WILLE et al., 2012). Esse “efeito matriz”, portanto, foi 
considerado na quantificação da latanoprosta. Assim, foram construídas curvas analíticas 
do fármaco dissolvido tanto em metanol quanto e em extratos metanólicos das três camadas 
de pele que serão analisadas (estrato córneo, folículo piloso e pele remanescente).  
 A verificação dos coeficientes angulares das curvas de calibração do analito em 
diferentes matrizes permitiu notar que houve erros sistemáticos proporcionais no sinal do 
analito, provocando um aumento com a inserção das diferentes matrizes em relação ao 
fármaco dissolvido apenas em metanol (Figura 13). 
 
Figura 13: Correspondência entre as curvas em metanol e as curvas em solução metanólica 
contaminadas com as camadas da pele em triplicata. Equação da reta = 190358x + 6940,3; 
r2 = 0,9978 para o Estrato Córneo. Equação da reta = 208000x + 15736; r2 = 0,9993 para o 
Folículo Piloso.  Equação da reta = 181124x + 16128; r2 = 0,9969 para o Pele 
Remanescente.  
A Tabela 3 mostra os resultados do cálculo do efeito matriz observado para cada curva 
analítica contendo as diferentes matrizes biológicas em comparação à curva obtida apenas 
com o fármaco diluído no solvente. 
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Tabela 3: Dados obtidos do efeito matriz na presença de contaminantes (estrato córneo, 
folículo piloso e pele remanescente) para a latanoprosta nas diferentes matrizes. 
Interferente % Efeito Matriz 
Estrato Córneo 10,43 
Folículo Piloso 20,67 
Pele Remanescente 5,07 
 
De acordo com as normas estabelecidas pela ANVISA (2017), o efeito matriz deve 
apresentar um valor inferior a 15%, por se tratar de um método bioanalítico, para que o 
sinal de intensidade do fármaco não seja entendido como maior do que o existente. Pela 
Tabela 3, podemos perceber que nesse estudo, este parâmetro só é atendido para as matrizes 
estrato córneo e pele remanescente. Assim, para que a quantificação realizada a partir de 
fármaco extraído dos folículos pilosos, uma curva com a presença dessa matriz precisou 
ser considerada para garantir a seletividade do método. Também, optou-se por se preparar 
curvas com as outras matrizes da pele, a fim de assegurar maior confiabilidade em todas as 
análises dos ensaios de permeação cutânea. 
6.2.2. Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 
A Tabela 4 apresenta os valores dos limites detecção e quantificação para a 
latanoprosta nas diferentes matrizes analisadas.  
Tabela 4: Limites de detecção e quantificação para a latanoprosta em metanol, estrato 
córneo, folículo piloso e pele remanescente. 
 Metanol (μg/mL) EC (μg/mL) FP (μg/mL) PR (μg/mL) 
LD 0,044 0,124 0,046 0,141 
LQ 0,135 0,376 0,138 0,426 
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Os valores obtidos para os limites de detecção e quantificação mostram a 
possibilidade de se detectar e quantificar baixas concentrações do fármaco nas diferentes 
matrizes, sempre abaixo de 0,5 µg/mL. Esses limites foram menores que os conseguidos 
anteriormente por cromatografia líquida por detecção em DAD, conforme era esperado, já 
o sistema com detecção em massas é mais sensível. 
6.2.3. Precisão e Exatidão 
A Tabela 5 a seguir apresenta os resultados para os testes de precisão e exatidão do 
método analítico para três pontos da curva analítica (0,5 μg/mL; 2,0 μg/mL e 5,0 μg/mL 
respectivamente), realizados em dois dias diferentes e por dois analistas diferentes.  
Os valores obtidos para precisão inferiores a 15% e os para exatidão entre 85-115% 
se encontram dentro dos valores aceitos pela norma para métodos bioanalíticos (ANVISA, 
2017). Assim, estes testes mostram que a quantificação de latanoprosta feita seguindo-se o 
método proposto se mostrará confiável por apresentar precisão e exatidão (ANVISA, 2017) 
(ICH, 2005). 
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Tabela 5: Valores de exatidão e precisão intra e inter-ensaio do método analítico para a 
latanoprosta nas concentrações de 0,5 μg/mL; 2,0 μg/mL e 5,0 μg/mL. 
Matriz 
Conc. teórica 
(μg/mL) 
Concentração 
experimental (μg/mL) 
Precisão 
(%) 
Exatidão 
(%) 
Metanol, 
Analista 
1 
0,5 0,512 ± 238,5 2,1 102,4 
2,0 2,253 ± 1847,8 0,5 112,6 
5,0 5,174 ± 10128,7 1,1 103,5 
EC, 
Analista 
1 
0,5 0,534 ± 2045,2 1,9 106,7 
2,0 2,066 ± 5454,8 1,4 103,3 
5,0 5,038 ± 16605,8 1,7 100,8 
FP, 
Analista 
1 
0,5 0,49 ± 2490 2,1 98,0 
2,0 1,965 ± 6591,4 1,5 98,2 
5,0 4,661 ± 6624 0,7 93,2 
PR, 
Analista 
1 
0,5 0,547 ± 2472,3 2,2 109,4 
2,0 2,090 ± 24878 4,9 104,5 
5,0 5,38 ± 19333,5 1,9 107,6 
Metanol, 
Analista 
2 
0,5 0,516 ± 1825,3 1,576 103,136 
2,0 2,078 ± 6575 1,647 103,923 
5,0 5,629 ± 7655,1 0,794 112,588 
EC, 
Analista 
2 
0,5 0,51 ± 981,5 0,943 102,084 
2,0 1,883 ± 10152,9 2,932 89,141 
5,0 4,841 ± 18251,9 1,966 96,814 
FP, 
Analista 
2 
0,5 0,459 ± 1733,7 1,558 91,859 
2,0 1,853 ± 12739,9 3,176 92,652 
5,0 4,5538 ± 31365,7 3,268 90,77 
PR, 
Analista 
2 
0,5 0,558 ± 4221 3,602 101,59 
2,0 2,052 ± 8296,2 2,139 102,603 
5,0 5,375 ± 37307,8 3,77 106,505 
 
6.2.4. Estudos de recuperação 
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A Tabela 6 mostra o teor de latanoprosta recuperada das três camadas da pele analisadas.  
Tabela 6: valores de recuperação da latanoprosta quantificada nas diferentes camadas da 
pele por extração overnight em metanol. 
Concentração 
teórica de 
LAT (μg/mL) 
Estrato Córneo Folículo Piloso Pele Remanescente 
LAT 
recuperada 
(%) 
Concentração 
mensurada 
(μg/mL) 
LAT 
recuperada 
(%) 
Concentração 
mensurada 
(μg/mL) 
LAT 
recuperada 
(%) 
Concentração 
mensurada 
(μg/mL) 
0,5 80,236 0,401 87,647 0,438 90,538 0,453 
2 83,389 1,668 81,238 1,625 90,499 1,81 
5 78,709 3,935 79,23 3,961 82,07 4,103 
 
Como pode-se observar na Tabela 6, o teor de latanoprosta recuperada das camadas 
da pele encontram-se entre 78,7% e 83,3% para o estrato córneo, entre 79,2% e 87,6% para 
o folículo piloso e entre 82,1% e 90,5% para a pele remanescente. Esses valores denotam 
uma eficiência no método extrativo em meio líquido utilizado para este tipo de análise. 
6.3. Desenvolvimento de nanocápsulas poliméricas contendo latanoprosta 
A latanoprosta é um fármaco lipofílico com coeficiente de partição equivalente a 4,28 
(PUBCHEM, 2020) e massa molar de 432,6 g/mol (PUBCHEM, 2020). Seu aspecto é o de 
um óleo viscoso e, portanto, sua veiculação como uma formulação de base aquosa de fácil 
administração e espalhamento pelo couro cabeludo do paciente seria impossível. O 
objetivo desta etapa do trabalho foi o desenvolvimento de uma formulação baseada em 
nanocápsulas poliméricas para veiculação da latanoprosta. O polímero selecionado para 
este propósito foi a policaprolactona. Esta escolha foi feita por se tratar de um dos 
polímeros sintéticos biodegradáveis mais amplamente estudados em várias formulações 
para administração de medicamentos (MOYERS-MONTOYA et al., 2016; LEMOINE et 
al., 1996). Ela tem sido utilizada sozinha ou em combinação om outros polímeros pra 
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alterar o comportamento de biodegradação das nanopartículas formadas (ROLDÁN et al., 
2018). Além disso, a policaprolactona apresenta uma melhor estabilidade (PdI e potencial 
zeta) comparada a outros polímeros como o poli (ácido lático-co-ácido glicólico), que é o 
mais amplamente usado (PEÑA et al., 2015). 
Nesta etapa de desenvolvimento, o objetivo foi desenvolver nanocápsulas de 
policaprolactona contendo a latanoprosta com dimensões nanométricas para favorecer seu 
acúmulo nos folículos pilosos, uma vez que estudos recentes apontam que nanopartículas 
de dimensões inferiores a 250nm são mais propensas a se acomodarem nos folículos 
pilosos, direcionando a liberação do fármaco para essas estruturas, que são alvo de ação da 
latanoprosta (MATOS et al., 2015; MOGENSEN et al., 2018; DÖGE et al., 2017; HATEM 
et al., 2018). Para isso, foram feitos testes usando diferentes proporções de fármaco e 
polímero para se obter sistemas nanoparticulados em tamanhos pequenos e 
homogeneamente distribuídos (PdI mais baixos). 
Como descrito anteriormente, foi usado o método de evaporação do solvente. A 
quantidade de latanoprosta para preparo das nanocápsulas foi fixada em 10 mg e a 
quantidade de polímero para cada lote preparado foi aumentado de 10 mg a 60 mg, em 
intervalos de 10 mg. Os resultados obtidos em termos de tamanho médio das nanocápsulas 
formadas, PdI e número de populações de partículas formadas estão mostrados na Tabela 
7. 
Tabela 7: Tamanho médio, número de populações formadas e PdI de dispersões de 
nanocápsulas formadas a partir de 10 mg de latanoprosta e quantidades variadas de 
policaprolactona. 
Legenda: (*), não houve formação de nanocápsulas. 
Proporção 
PCL/LAT 
Tamanho médio das cápsulas 
(nm) 
Número de 
populações 
PdI 
1:1 212,3 ± 4,34 1 0,422 
2:1 247,6 ± 3,25 1 0,387 
3:1 312,9 ± 5,67 2 0,544 
4:1 148,5 ± 4,25 3 0,457 
5:1 * * * 
6:1 * * * 
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Pela análise dos resultados expressos na Tabela 7, optou-se por utilizar a proporção 
de policaprolactona e latanoprosta de 1:1 (m/m), em que se utilizou a menor quantidade de 
polímero e obteve-se uma única população de nanocápsulas com o menor diâmetro médio 
igual a 212,3 ± 4,34 nm. As proporções maiores de polímero em relação ao fármaco 
resultaram em mais de uma população de nanocápsulas (proporções 3:1 e 4:1, m/m), ou 
não proporcionaram a nanoestruturação do material (proporções 5:1 e 6:1, m/m). Dessa 
forma, deu-se prosseguimento aos estudos fixando essa proporção de fármaco em relação 
ao polímero. 
Outros parâmetros estudados foram a adição de 5 mg álcool polivinílico como 
agente estabilizante (MILADI et al., 2016) e a adição de um passo de homogeinização com 
o auxílio de um sonicador com o intuito de diminuição do tamanho de nanopartículas e 
redução em sua polidispersividade. Os resultados estão apresentados na Tabela 8. 
Tabela 8: Tamanho médio (nm) e PdI de nanocápsulas de latanoprosta preparadas sem e 
com a adição de 5 mg de álcool polivinílico, e com ou sem sonicação. 
Álcool polivinílico Sonicação Tamanho médio das 
nanocápsulas (nm) 
PdI 
- - 212,3 ± 4,34 0,422 
+ - 217,1 ± 3,27 0,403 
- + 197,8 ± 1,25 0,147 
Legenda: (-), não houve adição de álcool polivinílico ou uso de sonicador; (+) houve adição 
de álcool polivinílico ou uso de sonicador. 
Pode-se observar que apesar da adição de álcool polivinílico sozinho não ter 
alterado significativamente tamanho e PdI das nanocápsulas formadas, a sonicação da 
dispersão reduziu de forma significativa (p < 0,05) tanto o tamanho médio quanto o PdI 
das nanopartículas formadas. A energia, portanto, fornecida para o sistema na forma de 
ultrassom deve ter auxiliado na formação de gotículas menores e de tamanho mais 
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homogêneo do fármaco oleoso na nanoemulsão inicial, tornando menores e mais 
homogêneas as nanocápsulas a que deram origem. Essa observação está de acordo com o 
descrito para outros sistemas semelhantes já descritos na literatura (MARTINS et al., 
2007). Assim, chegou-se a uma formulação de nanocápsulas que se julgou adequada para 
prosseguimento dos estudos. 
6.4. Caracterização das nanocápsulas poliméricas contendo latanoprosta	
A Tabela 9 apresenta dados de caracterização físico-química das nanocápsulas 
desenvolvidas em termos de tamanho médio, PdI, potencial zeta e eficiência de 
encapsulação. 
Tabela 9: Resultados de tamanho médio, índice de polidispersividade e potencial zeta para 
nanocápsulas de latanoprosta em policaprolactona (1:1) 
Tamanho 
Médio (nm) 
Índice de 
polidispersividade 
Potencial Zeta 
(mV) 
Eficiência de 
encapsulação (%) 
197,8 ± 2,3 0,15 ± 0,01 -30,1 ± 1,8 93,9 ± 0,4 
 
As nanocápsulas obtidas apresentaram diâmetro em torno de 200 nm, tamanho que 
deve ser adequado para promover sua deposição nas aberturas foliculares após aplicação 
tópica (MATOS et al., 2015; MOGENSEN, 2018; DÖGE, 2017). O PdI foi inferior a 0,2, 
indicando se tratar de um nanosistema monodisperso. Além disso, análise de espalhamento 
de luz dinâmico mostrou que foi formada apenas uma população de nanocápsulas. Quanto 
ao potencial zeta, a literatura mostra que valores iguais ou maiores que |30 mV| 
normalmente garante a estabilidade física de nanossistemas (RAMOS, 2018), evitando 
aglomeração das partículas com o passar do tempo. De fato, as nanocápsulas de 
latanoprosta apresentaram potencial zeta médio de -30,1 mV. A carga negativa desse 
sistema era esperada já que a policaprolactona adquire essa carga quando em pH próximo 
à neutralidade (CARRASCAL et al., 2019; JESUS et al., 2019).  
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A análise da morfologia das nanocápsulas, que foi realizada por fotomicrografias 
obtidas por microscopia eletrônica de varredura (Figura 14), mostrou se tratarem de 
estruturas predominantemente esféricas de dimensões inferiores a 500 nm, o que está de 
acordo com os dados de diâmetro médio obtido por espalhamento de luz dinâmico.  
Figura 14: Fotomicrografias das nanocápsulas de latanoprosta obtidas por microscopia 
eletrônica de varredura. (A) Aumento de 5.000 vezes; (B) aumento de 10.000 vezes e (C) 
aumento de 15.000 vezes. 
Por fim, a eficiência de encapsulação da latanotrosta foi determinada e o resultado está 
apresentado na Tabela 9 acima. As nanocápsulas desenvolvidas apresentaram eficiência de 
encapsulação de 93,9 ± 0,4%. Este resultado é igual ou superior ao conseguido em outros 
trabalhos que nanoencapsularam outros ativos oleosos utilizando o mesmo polímero 
(NIEZABITOWSKA et al., 2018; MALIKMAMMADOV et al., 2018) e evidenciam o 
sucesso no desenvolvimento dessas nanoestruturas.  
6.5. Avaliação da estabilidade das nanocápsulas poliméricas contendo 
latanoprosta 
 
A estabilidade das nanocápsulas foi avaliada considerando os parâmetros de tamanho 
médio, PdI, potencial zeta, e teor de latanoprosta.  O objetivo era avaliar o quanto essas 
nanoestruturas dispersas em água conservam suas características físico-químicas ao longo 
do tempo sendo armazenadas tanto a temperatura ambiente (25 ±5oC) quanto a 6 ±2oC. 
A Figura 15 mostra o comportamento das nanocápsulas em termos de tamanho 
médio (Figura 15A) e PdI (Figura 15B) ao longo dos 90 dias.  
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Figura 15: Variação de tamanho médio (A) e PdI (B) da dispersão das nanocápsulas de 
latanoprosta ao longo de 90 dias mantidas tanto a 25 ±5oC quanto a 6 ±2oC. 
Alterações no tamanho médio das nanocápsulas juntamente com o PdI dão indícios 
de perda de estabilidade física da nanoformulação pois indicam a coalescência das 
partículas que pode resultar em perda de homogeneidade das amostras e até sedimentação. 
No dia 1 as amostras se encontravam com o tamanho de 194,9 ± 1,3 nm e em ambas as 
condições testadas foi observado uma variação de mais ou menos 15 nm, que corresponde 
a menos de 10% de variação. Esse resultado indica baixa probabilidade de ter havido 
aglomeração significativa ao longo do período. Já o valor de PdI (Figura 13B) sofreu um 
aumento mais significativo (aumentando de 0,18 a aproximadamente 0,35 para ambas as 
temperaturas). No entanto, pelos valores deste índice ainda assim serem inferiores a 0,5, 
pode-se considerar que as nanocápsulas ainda se apresentam monodispersas.  
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O potencial zeta foi avaliado ao longo de 90 dias também visando observar a 
estabilidade física do nanossistema. A Figura 16 mostra os resultados.   
 
Figura 16: Variação do potencial zeta das nanocápsulas de latanoprosta mantidas a 25 
±5oC e a 6 ±2oC ao longo de 90 dias.  
O potencial zeta de uma dispersão de nanocápsulas indica a tendência ou não dessas 
estruturas se aglomerarem uma vez que uma carga superficial consistente resulta em 
considerável força de repulsão entre elas (CALVO et al., 1997). No dia 1, as amostras 
apresentaram potencial zeta de -30,9 ± 0,2 mV e mesmo com variações ao longo dos 90 
dias, no dia 90 as nanocápsulas estocadas a 6 ± 2oC mantiveram esse potencial em -29,2 ± 
0,3 mV ao passo que as estocadas em temperatura ambiente tiveram seu potencial zeta 
estabilizado em -25 ± 5 mV. Essas pequenas alterações no balanço de cargas, juntamente 
com a pouca variação de distribuição de tamanho, indicam que o nanossistema foi 
fisicamente estável por pelo menos 90 dias, mesmo quando armazenado em temperatura 
ambiente.  
-35
-30
-25
-20
-15
-10
-5
0
0 15 30 45 60 75 90
Po
te
nc
ia
l Z
et
a 
(m
V
)
Tempo (dias) 
6 ±2°C
25 ± 5°C
	 45 
O teor de latanoprostra também foi monitorado e os resultados estão mostrados na 
Figura 17 abaixo.  
 
Figura 17: Teor de latanoprosta após as nanoformulações serem mantidas a 25 ±5oC e a 6 
±2oC por 90 dias.  
Na Figura 17, pode-se observar uma diferença no comportamento das nanocápsulas 
conservadas a 6 ± 2oC comparado ao da nanoformulação conservada a 25 ± 5oC. No início 
do estudo o teor de latanoprosta era igual a 616,8 ± 28,5 μg/mL e quando mantida em 
temperatura ambiente esse teor caiu em aproximadamente 30% após os 90 dias. Já para as 
amostras armazenadas sob refrigeração, o teor de fármaco foi mantido durante todos os 
dias analisados.  
Assim, as formulações contendo as nanocápsulas de latanoprosta quando armazenadas 
a 6 ± 2oC mantiveram suas características físico-químicas praticamente inalteradas, 
indicando estabilidade da formulação nesta temperatura. 
6.6. Estudos de solubilidade da latanoprosta 
Este estudo foi realizado com o intuito de se escolher a melhor solução receptora 
disponível para os testes de liberação e permeação. De acordo com a literatura, a 
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latanoprosta apresenta solubilidade de 50 μg/mL em solução tampão fosfato, pH 7,2 
(CAYMAN, 2013). Fez-se então, testes para descobrir se a adição alguns co-solventes e 
agentes solubilizantes selecionados poderia aumentar a solubilidade do fármaco. Os dados 
obtidos estão mostrados na Tabela 10.  
Tabela 10: Solubilidade da latanoprosta (g/L) nos diferentes meios tamponados testados. 
Meio testado Solubilidade (g/L) 
Tampão pH 7,2 0,061 
Tampão pH 7,2/etanol (6:4 v/v) 2,428 
Tampão pH 7,2 + 2% de Tween 80 4,350 
Tampão pH 7,2 + 2% de SDS 19,020 
 
A solubilidade da latanoprosta em tampão fosfato em pH 7,2 foi semelhante ao 
descrito na literatura (CAYMAN, 2013) e muito baixo, como era esperado. Esse valor foi 
muito aumentado aproximadamente 40 vezes com a adição de 40% (v/v) de etanol, 70 
vezes com a adição de 2% de Tween 80 e 310 vezes com a adição de 2% de SDS. No 
entanto, apesar dos testes mostrarem maior aumento de solubilidade de latanoprosta no 
meio com a adição do SDS, foi observado que esse agente promove a formação de muita 
espuma mesmo sob agitação moderada. Como a formação de bolhas na superfície do meio 
atrapalha os ensaios in vitro de liberação e permeação, a solução contendo Tween 80 foi 
selecionada como meio receptor para esses estudos. 
Cabe ressaltar que a quantidade de latanoprosta colocada no meio doador das 
células de difusão é igual a 666,7 μg, de modo que a máxima concentração de fármaco nos 
15 mL de meio receptor seria aproximadamente 45 µg/mL. Como a solubilidade de 
latanoprosta no meio selecionado é igual a 4350 µg/mL, os experimentos utilizando esse 
meio é quase 100 vezes maior, o que garante que os próximos experimentos, que envolvem 
passos de difusão, serão realizados em condições sink. 
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6.7. Estudos in vitro de liberação da latanoprosta a partir das nanocápsulas 
A Figura 18 mostra o perfil de liberação da latanoprosta nanoencapsulada ao longo de 210 
min de experimento. 
 
Figura 18: Perfil de liberação in vitro da latanoprosta encapsulada em nanocápsulas de 
policaprolactona. 
 
Como pode se observar, o controle exercido pelas nanocápsulas na liberação da 
latanoprosta durou apenas 60 min, quando aproximadamente 74% do fármaco foi liberado. 
A partir de então, atingiu-se um plateau, ou seja, não houve mais liberação do fármaco, já 
que provavelmente houve um equilíbrio entre a porcentagem que permaneceu no 
compartimento doador e receptor da célula de difusão. Outro trabalho também mostrou 
nanocapsulas de policaprolactona se rompendo rapidamente e liberando em torno de 80% 
do fármaco em 100 minutos de experimento (PEÑA et al., 2016). Foi realizado ainda um 
teste controle utilizando-se uma solução do fármaco livre no meio receptor. Porém, devido 
à alta lipofilicidade do fármaco, que provavelmente se liga à membrana lipofílica ao invés 
de atravessá-la, os resultados não se mostraram confiáveis e, portanto, não foram 
apresentados na Figura 18. 
Apesar do controle exercido pelas nanocápsulas na liberação do fármaco ser pouco 
duradouro, não pode se afirmar que este comportamento seja inadequado para seu uso em 
formulações tópicas, uma vez que o mecanismo molecular de ação da latanoprosta nos 
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folículos pilosos não é conhecido. É necessário, assim, a ocorrência de testes clínicos em 
estudos posteriores utilizando estas nanocápsulas para que essa característica seja mais bem 
avaliada. 
 
6.8. Estudos in vitro de permeação cutânea da latanoprosta a partir das 
nanocápsulas 
A Figura 19 apresenta as quantidades de latanoprosta recuperadas de diferentes 
camadas da pele após 8 h de tratamento com a dispersão das nanocápsulas do fármaco ou 
de uma simples solução aquosa contendo a mesma concentração de fármaco. 
 
Figura 19: Recuperação da latanoprosta das camadas da pele. À esquerda, resultados para 
o teste controle sem e com massagem respectivamente. À direita, resultados para o teste 
com as nanocápsulas sem e com massagem respectivamente. 
Quando o experimento foi realizado aplicando-se as formulações sobre a pele sem 
massageamento, comparado ao controle, as nanocápsulas foram capazes de aumentar a 
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quantidade de latanoprosta que penetrou todas as camadas da pele analisadas, sendo que 
nos folículos pilosos esse aumento foi significativo (p < 0,05) e de aproximadamente 20%.  
O massageamento das formulações sobre a pele impactou em alterações no perfil de 
penetração da latanoprosta nas camadas da pele. Enquanto para a solução controle, o 
massageamento alterou de maneira significativa apenas a quantidade de fármaco que 
atingiu a epiderme viável. Quando esse estímulo foi feito sobre a formulação contendo as 
nanocápsulas, houve um pronunciado aumento da quantidade de latanoprosta que se 
acumulou nos folículos pilosos, e esse aumento significativo foi de aproximadamente 2 
vezes (p < 0,05) se comparado à condição sem massagem.  
É interessante notar que esse efeito de aumentar o acúmulo de fármacos lipofílicos 
nanoencapsulados nos folículos pilosos com a aplicação de uma simples massagem manual 
foi recentemente notado em dois outros trabalhos científicos, tanto quando para 
nanocápsulas também poliméricas (USHIROBIRA et al., 2020) quanto para 
nanocarreadores lipídicos (ANGELO et al., 2020), revelando que esta tendência pode estar 
relacionada mais com o tamanho manométrico das partículas do que com a sua natureza 
polimérica ou lipídica.  
O fator de direcionamento folicular da penetração de um fármaco é calculado através 
da razão da quantidade de fármaco que penetra os folículos pilosos pela quantidade total 
de fármaco que penetra a pele. Ao analisar o fator de direcionamento aos folículos pilosos 
nas quatro condições em que o teste foi realizado (com e sem massagem, nanocápsulas e 
formulação controle), este não aumenta nos testes em que foi feito o uso de nanocápsulas 
comparado aos testes controle. No entanto, a formulação controle (latanoprosta em solução 
tampão pH 7,2 com 2% de tween 80) não poderia ser usada em uma formulação tópica 
porque a presença de tensoativo pode ser altamente irritante para a pele. Assim, propor 
uma formulação de nanocápsulas neste caso é extremamente relevante. 
Em todos os experimentos aqui apresentados também foi analisada a solução receptora 
das células de difusão para avaliar a quantidade de latanoprostra permeada através da pele. 
Em nenhum dos ensaios foi sequer detectada a presença do fármaco nessa solução, 
indicando não ter havido permeação transdérmica. Esse resultado é muito importante, uma 
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vez que garante que a latanoprosta não deve alcançar a corrente sanguínea a partir de 
nenhuma das formulações e condições testadas, garantindo que seu efeito deve ser apenas 
tópico, conforme esperado. 
Os resultados desta etapa do trabalho mostraram que, de fato, as nanocápsulas são uma 
alternativa interessante para entregar o fármaco aos folículos pilosos em formulações 
viáveis que não causam irritação a pele do paciente, por não conter solventes orgânicos ou 
tensoativos. 
6.9. Avaliação in vitro do potencial irritativo das nanocápsulas 
O ensaio HET-CAM foi utilizado para avaliar o potencial irritativo da 
nanoformulação desenvolvida através da comparação com um controle negativo 
(soluçãode NaCl 0,9%) e um controle positivo (solução NaOH 1 mol/L). O teste foi 
realizado durante 5 minutos e o resultado está exposto na Figura 20. 
                    
Figura 20: Imagens da interação dos controles e da solução de nanocápsulas de 
latanoprosta com a membrana CAM. (A) Nanocápsulas de latanoprosta. (B) Controle 
negativo – NaCl 0,9% (p/v). (C) Controle positivo – 1 mol/L de NaOH. 
A formulação desenvolvida neste trabalho apresentou um índice de irritação igual 
a 0, idêntico ao efeito causado pela aplicação do controle negativo (igual a 0), ao passo que 
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o controle positivo apresentou um índice de irritabilidade igual a 12. Pela análise das 
imagens contidas na Figura 20 é possível se visualizar essa diferenciação dos efeitos 
causados pela formulação e controles, evidenciando o fato de a dispersão de nanocápsulas 
de latanoprosta ser considerada não irritante. Esse resultado está de acordo com o 
apresentado por outras partículas preparadas com o mesmo polímero (MAZZARINO et 
al., 2015, ZHANG et al., 2017) e demonstra a segurança da formulação desenvolvida neste 
trabalho para uma aplicação tópica por período prolongado.  
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7. CONCLUSÕES  
As nanocápsulas de policaprolactona contendo latanoprosta desenvolvidas neste 
trabalho apresentaram tamanhos pequenos o suficiente para conseguirem penetrar os 
folículos pilosos da pele, e foram capazes de encapsular mais de 92% do fármaco. As 
amostras armazenas a 6°C se apresentaram fisico-quimicamente estáveis em relação ao seu 
tamanho médio, índice de polidispersividade, potencial zeta e teor de latanoprosta por 90 
dias. O estudo de liberação mostrou que quase a totalidade da latanoprosta (76,12%) foi 
liberada logo na primeira hora de experimento. A veiculação da latanoprosta na pele por 
meio das nanocápsulas aumentou em 20% nos testes sem massagem e em 87% nos testes 
com massagem, comparando-se a formulação controle e apresentou um potencial irritante 
nulo para a pele. Assim, pode-se concluir que o sistema desenvolvido possui um alto 
potencial de uso como formulação tópica para o tratamento da alopecia androgênica.  
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